




抄録　下部尿路症状（low urinary tract symptoms: LUTS）は，動脈硬化や前立腺肥大症に伴う下
部尿路閉塞による膀胱血流障害が原因の一つとして考えられており，症状として排尿症状，畜尿症




多領域から報告されている．今回，ラット BOO モデルに対して，水素水（Hydrogen Water: H2）
投与を行い，抗酸化作用の検証に加え，水素水が影響を及ぼす代表的メディエーターの探索を行った．
　BOO モデルの作成には，９週齢の雌性ラットを用いた．開腹し，尿道に19G 針を沿わせた状態
で尿道を結紮し，尿道の部分閉塞を作成した．作成直後から sham 群，水素水非投与（BOO H2（－））
群と投与（BOO H2（＋））群に分け，４週間後，膀胱機能検査と組織学的，生化学的および免疫組
織学的検討を行った．なお，水素水は経口投与した．
　膀胱重量および一回排尿量は，sham 群に対して BOO H2（＋）群で有意差はなかったが，BOO 




群および BOO H2（＋）群に比較して，有意に上昇していた（vs sham p<0.01, vs BOO H2（＋） 
p<0.01）．膀胱組織内8-OHdG の定量では，BOO H2（－）群は BOO H2（＋）群に比較して高値を
示しており（p<0.05），8-OHdG 染色では BOO H2（－）群のみ筋層で著明な発現が認められた．
























































ラット BOO モデルにおいて，水素水（Hydrogen 
Water: H2）の投与を行い，その治療効果の検討
と膀胱における水素水の作用機序の解析を行う


























































生理食塩水の注入速度は sham 群では６ ml/hr，





























（Olympus BX-53, Olympus, Tokyo, Japan）を用
いて組織学的解析を行った．膀胱筋層における
膠原繊維の比率は，赤色（筋層）と青色（膠原
繊維）に対する青色の割合（青 /（赤 + 青））をパー
センテージで計算した．計算方法は，強拡大（100
倍）で４視野を選択し，画像解析・計算ソフト
ウェア（WinROOF 2018 Ver. 4.0，三谷商事株式
会社，大阪）を用いて算出した．
8-OHdG の発現解析
　摘出組織に Cell Lysis Buffer®（ホスファ
ターゼ阻害薬・プロテアーゼ阻害薬含有 , Cell 
signaling technology, CA, USA），PMSF（１mM, 




発 現 を8-OHdG ELISA Kit（NIKKEN SEIL Co, 
Ltd, JaICA, Japan）を用いて検討した．測定機
器は Varioskan Flash®（Thermo Fisher Scientific, 
Weltham, MA, USA）を用いて，測定波長を540 
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表１　膀胱重量および膀胱機能検査
Mean ± SE Sham
Operated
Mean ± SE BOO
H2（－）
Mean ± SE BOO
H2（＋）
膀胱重量（mg） 103.50±4.33 310.28±53.57** 234.40±39.97
一回排尿量（ml） 0.34±0.03 1.69±0.38* 0.99±0.26
排尿時圧（cmH2O） 81.89±5.72 134.00±6.85** 81.46±3.42‡
排尿筋過活動回数
　（times/0.5hr） 0.80±0.25 7.75±0.77** 2.80±0.65*‡
*p<0.05 vs sham operated
**p<0.01 vs sham operated
‡p<0.01 vs BOO H2（－）
膀胱重量および一回排尿量は sham 群に対して BOO BOO H2（－）群で有意に増加してい
た．排尿時圧は BOO H2（－）群で sham に対して有意に上昇していた．BOO H2（＋）群では
sham に対して上昇はなかった．排尿筋過活動の回数は，sham 群に対して BOO モデルで有





し，脱パラフィン後に BLOXALLTM （Vector 
laboratories, CA, USA）を用いてブロッキン
グ処理（室温，10分間）を行った．１次抗体
は，anti-rabbit 8-OHdG antibody（Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA）2.5% normal horse 
serum（Vector laboratories, CA, USA） で100倍
希釈して使用した．（４℃，overnight）．２次抗
体として免疫染色試薬 ImmPRESSTM -Alkaline 
Phosphatase（AP）Anti-Rabbit IgG Polymer 
Detection Kit®（Vector laboratories, CA, USA）
を用いた．免疫染色基質として，ImmPACT 
Vector Red Alkaline Phosphatase（AP）Substrate® 
（Vector laboratories, CA, USA） を 用 い た． 
対比染色として4’, 6-diamidino-2-phelylindole
（DAPI, Vector laboratories, CA, USA）を用いて
核染色を行い，VectaMount Parmanent Mounting 








調 整 し，Rat Cytokine Antibody Array kit （R&D 
Systems, MN, USA）を用いて網羅的サイトカイ
ン / ケモカイン定量検査を行った．画像解析装
置 Image Quant LAS4000 mini®（GE Healthcare 
Japan, Tokyo, Japan），画像解析ソフトウェア
Image Quant TL®（GE Healthcare Japan,Tokyo, 
Japan）を用いて pixel density（PD）を算出し，







Excel 2016 edition を使用した．
結　果
膀胱重量，膀胱機能検査（表１）




は，sham 群，BOO H2（－）群，BOO H2（＋）
群，でそれぞれ103.5±4.3（平均値±標準誤
差 ）mg，310.3±53.6mg，234.4±40.0mg で あ
り，sham 群に対して，BOO H2（－）群は約3.0
倍，BOO H2（＋）群では，約2.3倍であった．












　Sham 群に対して BOO 群では筋層の菲薄化
を認めた．膀胱筋層部における膠原繊維の比
図２　膀胱内圧測定
Sham 群（ａ），BOO H2（－）群（ｂ），BOO H2（＋）群（ｃ）．ａでは規則正しく排尿が行われている．ｂ，
ｃにおいて排尿筋過活動が観察される．↓：排尿筋過活動
図３　膀胱の Masson trichrome 染色像











H2（－）群で sham 群および BOO H2（＋）群に






































































一つである1- パルミトイル -2- アラキドノイル












29種類のサイトカイン / ケモカインの中から、BOO H2（－）群と BOO H2（＋）群間での差異が大きかった
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Hydrogen water shows the effect of improving bladder function  
in a rat model of bladder outlet obstruction
Shinjiro SHIMIZU
Department of Urology, Kawasaki Medical School
ABSTRACT   Lower urinary tract symptoms (LUTS) are considered to be caused by vascular 
insufficiency to bladder, and include voiding, urine collection, and post-voiding symptoms. 
The bladder outlet obstruction (BOO) model of rat is used as a pathological model, in which 
ischemia of the bowel is induced by obstruction, followed by chronic ischemia of the bowel and 
oxidant stress, resulting in LUTS. Since the antioxidant and anti-apoptotic actions of hydrogen 
have been attracting attention in recent years, it has been clarified that hydrogen could protect 
various organs, and multiple facilities and fields have reported that hydrogen could be used in 
the prevention and treatment of various diseases. In this study, we administered hydrogen water 
(H2) to the BOO model rats to investigate its effects and mechanism of action.
   We used 9-week old female rats to prepare the BOO model. After laparotomy, a 19G needle 
was placed along the urethra and sutured to the urethra to induce partial obstruction of the 
urethra. Immediately after the preparation, the rats were divided into the sham, hydrogen water 
no-administration (BOO H2(－)), and administration (BOO H2(＋)) groups to compare the effects 
of intravesical pressure, and the histological, biochemical and immunohistological changes in 4 
weeks.
   The weight of the urinary bladder increased significantly in the BOO groups, 3.0- and 2.3-
fold in the BOO H2(－) and BOO H2(＋) groups, respectively, compared with the sham group. 
The urination volume in one voiding increased significantly in the BOO groups, compared 
with the sham group. In the measurement of intravesical pressure, hyperreflexia of the urinary 
bladder was confirmed in the BOO groups, and the degree of detrusor overactivity was increase 
significantly in the BOO H2(－) group, compared with the BOO H2(＋) group. The proportion 
of collagen fiber in the bladder musculature increased significantly in the BOO H2(－) group, 
compared with the sham and BOO H2(＋) groups. In the quantification of 8-OHdG in the 
bladder tissues, the levels in the BOO H2(－) group were higher than the BOO H2(＋) group. In 
the 8-OHdG staining, significant expression was observed in the muscle layers only in the BOO 
H2(－) group. In the exhaustive chemokine/cytokine analysis, TNF-α was obviously inhibited 
in the comparison between the BOO H2(－) and BOO H2(＋) groups. In fact, TNF-α immune 
tissue imaging, expression was increased in the interstitium beneath the bladder cell mucosa 
and the muscle layers of the BOO H2(－) group. In the BOO H2(＋) group, TNF-α expression 
was reduced in the muscle layers.
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the ischemic change of bladder. In this study, one of the mechanism of action of hydrogen 
water should be inhibition of various cytokines with a focus on TNF-α via inhibition of the 
oxidant stress.  (Accepted on October 4, 2018)
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